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表 1・1 わが国におけるアルブミン製剤の供給量及び国内自給率の推移 [5] 
1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 
自給率(%) 27 27 30 34 38 48 50 54 I 57 63 61 
献血由来製 16.6 15.8 15.6 16.4 18.2 20.6 21.7 22.5 23.3 24.6 22.1 
剤(トン)























テアーゼを不活化するセ リンプロテアーゼインヒピター(セルヒン)の aつである[19] 凝
問カ スケー ドにより 、複数の血液1疑問因子の前駆体がl順次、活性化されていき、 f泣徒にツ
イブリノゲンをフィプ リンに変換することで、血栓(クロット)を形成し、血液は;妊|付す
るが、ATはその上流の活性型セリンブロテアーゼを阻害することで誕闘を限古寸る AT 




HSAとは異なり、 pATは糖蛋白質である。一次構造上、 N型糖鎖付加部{立が、 Asn'96、
Asn-135、Asn"155、Asn・192の4箇所存在する。pATでは、この 4箇所に紡鎖か結合した







限害部位付近 (Thr386)に予想外に付加した O型踏鎖の部分修飾のため、得られた rAT
の酵素阻害活性は、pATの半分であった[29]。また、 Pichiapastorisで産生した rATのN
型糖鎖は、ハイマンノース型であったが、220/0の糖鎖、こマンノースリン般が付加していた
(30]o著者らは、マンノース 1)ン酸化に関与する遺伝チPXOl(fhosphomannosylation of 
N-linked Qligosacchal'ide討を発見した[3110この遺伝子を破壊した 丹'chiapasωnhzで産





































能なペプチ ドに変換したことにより、 Cys-Cys配列を 8個有する rHSAの 17対のすべての
SS結合の位置を決定した。
第 4章では、CHO細胞で産生した rATの精製法を検討した結果について述べた pAT 
と同等の比活性を持つ精製rATを効率的に調製し、その構造 ・物性を pATと比較した。




第 6~すでは 、 第 2 市と第 3 章で、 構造を明らかにした rHSλ をflI l 、た応用研究として、
ハイ ドロゲノレの調製とその性状解析について述べた これ主でにんいシンツルな調拠訟に








kでの線維芽細胞を附いた倍長実験も行い、今回調製した rHSA ハイドロゲルの ， I~生l民権
HJ~~品としての応用可能性についても身察した。
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現(1:まで臨床的に使用されている蛋白質と異な旬、 rHSA'土 -[~的規慌で製造寸るには L り
大hlに製造する必要があるとの課題があった このような背祉の下、見陪lli(lvt唯f弘前主




































カルボキシペプチダーゼ A (CPase A)による分析:Waxdalらの方法[17]に準じて試料










還元ペプチドマッピング:還元 CM化した試料を、 4M尿素を含む 50mMトゾス・塩酸





として O.I%TFA、溶離液 B として 0.07%TFA を含む 80~0アセトニトリルを用いて、最初
の 10分間は溶離液Aを 100%送液し、その後、 64分間で溶離液Bの濃度に関して 0-8000
の直線グラジエントを用いて溶出したっ流速は 1mυ分で、へプチドの検出l士、 215nmに
おける吸光度を測定することにより行った。
非還元ペプチドマッピング :0.1 M 酢酸に溶解した試料にベブシンI宮崎(シゲマ製、
E/Sコ11100モル比)を添加し、 37Cで 16時間消化した_1/20 (v/v) 量の 1000TFAを添加
して反応を停止後、コスモシーノレ 5C18.ARカラム (4.6x 150 mm、ナカライテスク製)を
用いて断片化ペプチドを分離した。HPLCは、溶離i夜Aとして 0.10oTFA、出向佐i夜Bとし
て 0.08~ゐTFA を含むアセトニトリルを用いて、溶離i向 A に叶して 60 分間でj容雌11を B を
0・40%の正l:線グラジエントを用いて溶出した 流速は 1mLI分で、 ヘブチドの険tl¥l:i、 215
nm における吸光度を測定することにより行い、カラム温~(t 30 Cに投定した、
2-2・6.全アミノ敵配タIJ
LEP消化:還元ペプチドマッピング分析と同様の}jj去で消化した
エン ドプロテイナーゼ Glu・C(Glu'C)消化 ;還元 CM化した試料を 2M!ポぷ及び 2ml¥1
EDTAを含む 70mM酢酸アンモニウム緩衝液， pH 7.8に的解した Glu-C W政(ロシュタ
イプグノステイクス製、 E/S=1I150車量比)を添加し、 25Cで 4時間消化した lriH誌の醇
ぷ械を添加後、25"Cで 24時間消化した。還元へブチドマッヒング分析とがJn~の )jì.去で反応
を停止した。
エンドプロテイナーゼAsp-N(Asp-N)消化 .還元 CM化した試件を 2M以来を含む 70
mMリン酸ナ トリ ウム緩衝液，pH 8.0に溶解 した。Asp-N溶液(ロシュタイアクノステイ
クス製、 E/S=1/300直量比)を添加 し、 37"Cで 18時間消化した刊還元へブチドγ ッピング
分析と問機の方法で反応、を停止した。
逆相HPLC:還元へプチドマッピング分析と問様の条件で断片化へブチドを分離したの








とによ り 量水素置換した♂ .~L"，(-500 型 NMR 装置 {IH 共鳴嗣披教: 500 MHz、プルカー







測定値は誤差 10%以内であった(表 2-1)0 Ser及びThrの定量値陪通常の 24時間加水分
解では、債，Ij鎖が 5・10%分解するため理論値との誤差が大きくなる'[20]。今回、 24、48、72







気相プロテインシークエンサーの分析によると、 34番目の Cysを除き、 36番目のアミノ
酸まで各サイクルにつき 1残基ずつのアミノ酸が同定され、 rHSAのN末端アミノ酸配列
は cDNAの塩基配列より推定されるアミノ酸配列に一致していることが確認された(表
2-2) 0 C末端アミノ酸配列分析は、 2つの方法で行った。C1?aseAによる分析では、 eDNA
の塩基配列より推定されるアミノ酸配列めとおり、 C末端に位置する Leuが反応初期より




列より推定されるアミノ酸 10個からなる C末端フラグメントの理論分子量 M+]Iが 900.5









アミノ酸 理論値 a)(モノレ/モノレ) 実測値(モル/モル)
rHSA pHSA 
Asxb) 53 54.1 5 . 16 
Glxc) 82 82.8 82.8 
Serd> 24 23.8 25.0 
Gly 12 12.5 1:3.8 
His 16 17.3 17.3 
Argc) 24 24.0 2.l0 
Thrd) 28 28.0 27.2 
Ala 62 61.1 62.0 
Pro 24 23.8 2，1.5 
Tyr 18 18.5 18.7 
ValO <11 42.2 41.1 
Met 6 6.1 6.2 
Cysl) 35 36.3 38.6 
Ileo 8 8.1 8.4 
Leu 61 62.2 62.8 
Phe 31 31.0 31.3 
'Ii:'phl 1 1.0 1.0 
Lvs 59 60.8 61. 
u) rHSAのcDNAから推'ii::‘される配列から得られる値を示した"h) Asx=A叩+A叩 c) Gbt=Glu+Gln 
d) 110 C ，-' 24、48、;2時間加水分解した臨を 0時間に外挿した値を求めた りAr宮を 2tモル/モルとし
て全てのγ ミノ陛を計簿した， f) llOC・ご ;2時間加水分解した値を求めた J 草)Cy-I士過ギ般信化によ η
システイン酸として定量したー h) 4 N Jタンスルホシ慌で加水分解Lた値を求めた
17 
表 2-2 rHSAのN末端アミノ酸配列分析
サイ クル アミ ノ酸 収量(nmol) サイクル アミノ酸 収量(nmol)
1 Asp 1.92 19 Phe 2_62 
2 Ala 3.76 20 Lys 0.76 
3 His 0.88 21 Ala 2.38 
4 Lys 1.41 22 Leu 2.12 
5 Sera) 0.73 23 Val 2.17 
6 Glu 2.04 24 Leu 1.76 
7 Val 2.89 25 Ile 1.60 
8 Ala 2.75 26 Ala 2.23 
9 His 0.81 27 Phe 2.11 
10 Arg 1.47 28 Ala 1.90 
11 Phe 2.48 29 Gln 1.30 
12 Lys 2.76 30 司Tr 1.45 
13 Asp 1.45 31 Leu 1.61 
14 Leu 2.52 32 Gln 1.18 
15 Gly 2.54 33. Gln 1.21 
16 Glu 1.57 34 Cys n.d.b) 
17 Glu 2、24 35 Pl!O 0.92 





















rHSA (}) C lミ端r~ノ俄分tJï'iχ12・1


















if)C ESL¥IS.こよる rHS図 2~2
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図2・5 ペプシン消化 した rHSA及びpHSAのHPLCパターン
2-3・4.全アミノ酸配列
LEP、Glu・c、または、 Asp-:Nで消化 して得られたペプチドの分子量を ESI-MS分析によ
り測定した(図 2・6、表 2・3'"-'2-5)。各ピークに含まれるペプチドの一次構造上の位置を帰
















































































































表 2-3 ESI-MSによる rHSAのLEP消化ペプチド分析






































































































































表 2・4 ESI-MSによる rHSAのGlu-C消化へプチド分析
ペプチド 理論値 実測値 位置 !ペプチド 理論値 実誤Ij(j直 位置
G1 1154_5 1154.4 557・565I G5 1247.6 1247.6 267・277
G2 1277.8 1278.0 532・542I G6 2195.2 219-1.5 189・208
G3 1958.0 1957.6 426.442 I G7 1203.7 1203.6 133-1.J.l 
G4 1312.8 1313.1 521・531I G8 2232.2 2232.3 209・227
長2・5 ESI-MSによる rHSAのAsp-N消化ヘブチド分析
へプチド 理論値 実測値 (I[ j(1~ 
Al 1423.7 1423.9 1・12
A2 3206.5 3207.1 269・295
rHSA p村SA
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各 HSAについて lH-NMR測定した結果、 rHSAとpHSAのスヘクト'レ1:非常に良メ a 
致した(図 2-9)0 DQF-COSYスヘクトルによる分析の結果、 N 末端の λspの αブロトン






































































Pichia pastorisにより生合成された rHSAのー次構造が、 cDNAの塩基配列上 t}推定され
るアミノ酸配列及び既に報告されている pHSAのアミノ醍配列[1と完全に-致してL、るこ
とを確認した(凶 2・1...2・4、表 2・1...2・5) また、生産物確認に代、 SDS'P人GEが前回法
として採月jされろが、本研究で採用した官枇分析WV)詳細解析に t!)、 丹:chiapns{O/吋;こ




非還元ペプチドγ ッヒングの分析結果上り、 pHSAで報;与されていふ li・t>:のシスルツ fド
結合(立trt[241とrHSAのジスルブイド結合{立frtl'tl日lしでふるニレがぶPをされf二 tχ12・5)
UVI吸収スヘクト/レ故ひCDスヘクトルの結果より、rHSAとpHSAIハ:次構造がi行i苛であ
ることが示されたので(凶 2・7、2・8)、さらに NMRに仁ろ解析t;ot¥:ムた Ja J.丘・の N1¥1R前
析技術では分チ貼 10000限度の蛋白質であれIt、I恥ftレヘルでHJA2i次構造の許制fi，体パが
flHìl2であるu さらに、安定 IrîJ(立体~識を手IJlした多次;eNF¥IR分析:二 tり分子hl-:lOOOO 限
度までの蛋(1質に関しても、そのIf41大構造を捉えることか可能になってきた しかし、そ
れ以ヒの分子i祉をf(寸る蛋(1質に関しては、 シグナルの広幅化や，n，'じりにより、その全体
悔を抱射することは不可能で・ある[25] 分子量か 66.5kDaである HSAにおいては、比杭
的シ・γー ブなヒークが観測される Hisの 2(11:のプロトンのケミカルシフト航 (57.i--8.6 
ppm)とpHや共存する金属イオンとの関係に関する研究[26，27]ヘJN t~端たどの運動性の







PU:hUl P:'lstOJUで産生した rHSA1)構造を詳細に分析した 令.7ミノ能組成は PITCを
用いたプレカラムラベル法によ川行った N .tミ摺アミ 11詰配列分析はエドマン分解法によ









ロトンと N末端のAsp残基の 8プロトンのクロスピーク (84.2/2.8ppm)、8プロトンと
リジン残基の εプロトンのクロスピーク群 (82.8'"'"' 3.2/1.4''"'"'2.0 :ppm)はlいずれも rHSA
及びpHSA問で極めて類似していた。
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て、 ヒト血泊アルブミン 重要tt，役73|を思たしているfこめ、 HSλ 山 L葉白111f庁、It 
特に ~rÇ¥長f川県姐である さらに、ヒト血1ftからの供給ぶ限九jlu、るこ とに加えて、 出1rli 
山来の感染1原による製造物の汚1岳山榊(E的危険がともたうことにより、ちIJのJiflz:ニLるk
胤械な生産か唱主れている"このような背;;切、ら、 i伝許純I~喚え技術により、僻目上 Pi(如}t
p8storisを用いた HSAの生曜とf占拠か成し逆げられた I1 ・:3J 
HSAlt、分千監約 66500の球状の単位体珪UJ質であり、 分子l人Iiこ:35s.'41})システイン刊
と34(V:にスノレワヒトリルJ占がfバEするこ
肝臓の腕革liftm リ I I ~ ソーム 1 :で、ソレブ
1&を持ら、 L7本のジスルツ fドid台 (SS結fT)
とが知られてし、る[，t] HSAのボ 1)へブチト凱は
ロアルブミンとして生1寵される Petel'SとDavidsonI士、 HSAtJSS4Jiftの汗31花々-:'UドI昔、j
で研究し報告した[5] 主た、 Dugalczykら1:HSAの cDNλ クυ シー 1: r) mRNAけ完全ヌ
クレオチド配列をjた屯したl6]、組J換え HSA(rHSA) の品質評価のためには、 SS仙台の{な
間決定走でをたんだ蛋白質のアミノ酸配列決定が不可欠であるn9leg.2ih質のSS41J合の形
成i 士、蛍 ['1 質のフォールディングの過程で‘孟要 t~ 役割を果たし、さらに、 士次tPf'むの安定
































ク社から購入したジチオスレイトール (DTT) とグアニジン塩酸塩 (Gdn-HOl)とアルド




白質の還元は、 4M Gdn-HCI存在下 10mMDTTにより行った。解析の直前に、残存する
DTTをアマシャムファルマシア製PD-lOカラム (SephadexG-25 M)により除去した。
3・2・3.HSAの酵素的消化
rHSAとpHSAの両者共に、 150nmolJmLの濃度で、 0.1M酢酸 (pH2.91) に対して透
析した後に、ペプシンにより酵素/蛋白質 (E/S)=I1100のモノレ比で 370Cにおいて 21時間





モル比)による二次消化は、 0.1M リン酸緩衝液，pH6.5で、 370C、4時間の条件にて行つ
34 
た。 サーモライシン (E/S=1I50モル比) とLEP<E/S=l/lOOモル比)によるて;大消化社、
0.1 M MES-NaOH緩衝液，pH6.5 中 で、 37 ~C にて 4 時間行った ー これらの二次消化のWi(ヒ
物の分離は、上記のカラムと 2種の溶媒を用いて行った
3-2・4.機器
RP-HPLC は、 システムゴールト HPLC(べ・ソクマンコールター製1を{世間してιffった
アミノ階配列分析は、気中日ブロテインシークエンサーである品作製作所製 PPSQ-lO~l シス
ケムドより行い、 このシステム用の純正試薬(和光純i長工業製)今{屯mしfこ PTH・S-ヒ1)
ジノレエチノレ化システイン (PTH-PEC)を合み、 PTH-アミノ併は、 t() tl"アセトニトリルと
20mM酢俄ナトリウム級官iff(~ (pH 4.7)のlp.17JK引存tUで¥・ako・Pac¥¥'S-PTHカ弓ム(-1.6
mmX 150 mm、平rJ光純掠工業製) を用いて、 流述It 1 mυ分で、 269 nmで険liした
3-2・5.シークエンサーの反応盟"(:1))S-ヒリシルコニチル化そ配列内定
プロテインシークユンサーの反応附内で、ボリプレンを会リたす'j:. Jス地維ヂ fスク 1-にて、
サンプノレを位撤したn 80%1・プロノ ノ-fレ【l'の 0.4%4'YPと0.2""TBP/)1比fr物 (301L)
をディスクに加え、 1'(ちに反応榊を閉じた 引き続きヒリジルコ [.ル化ツ uトコールIHIに
従し、、 アミノ階配列分析を行った
3・3.結*と考寝
pHSAには、17本の SS結合と 34位の 1悩の遊離型システイン哨法からたる 35時L告の
システインfl:1~が存 (E-;j- る [4]司 pHSA は、 1個の遊雌型ス Jレフヒトリル法 (SH~~)をれっ
とこのシステイン政基が修飾されたノンメルカブト月間 (nHSAlメルカプ、ト型 (mHSi¥) ~ 
の混合物であると考えられており、 スルブヒドリル合最i士、 0.6'0.ISH moVmolと端告さ
れている[12LnHSAI士、 システインあるいはダルタチオンと SS結jfを形成している尚子t
唱とされている。 支た、 nHSAの SH基I士、部分的に般化されてスルツ fン椛あるいはス
Iレホン百貨の派生物であると報告されている{121内 こI})ょう!こ、 アルブミン l土、へテロ性をイf
し、ほんのわずかの違いを持った 3ないし 4成分より形成されてL、ると身えられている
rHSAとpHS の両首のスルフヒドリル基の含量l士、 EllmanI}))j出[11]に主り決定した
還元状態では、 rHSAとpHS の両者の 1モルあたり 35モルのスルフヒドリル法が険出さ
れた DT'I'非存在下 0'11:、l'HSAとpHSAつ両省のスルフヒドリル基の含 i立、 0.6・O.ISH 
モル/よそルであった。 rHSAのへフシン治{七の前後でスルブヒトリル基の含 は、変化しな
かった mHSAの生物学的及び匹学上の重要性が 告されている止め(l泊、34位の残基の
確認伏不可欠で、わる。 rHSAの 34位の段基の施認は 米修飾 rHSAと装置内ピリジルエチ
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レア、 DPTU:ジフェニルチオウレア、 DPU シフェニルウレア、.L:lS:デヒド‘ロAlaのジチオ
スレイトール付加物
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。 10 20 30 :i) ω 
溶出時間(分)
l':(j 3" 2 1・HSAとpHSAのへブシン γ ノヒン γ解Ilr
f千々 3.7nmol ~分析し fニ ソラクシ J ンA-HItシスチLをfTLv、ヮ 1" ト ~Jr}\ Ir (i-I・る
パプシンによる7l'1(ヒは、 SS~:占合の架け評えが起こ C)fC_l 、条件であゐ俄性下 (pH2.9) で




























られた。すなわち、 4サイクル目において CysとLJ'Seli'が認められたことから、 {Cys-55'9
-Cys-567}であり、 5サイクル目において CysとLJ'Serが認められたことから、 {Cys-514
-Cys-558}であった。









を示した。フラクション Cでは、 10サイクル目ではなく 11サイクル目で CysとLJSerが
認められたことから、 {Cys-75-Cys・91}であった。フラクションDでは、 12サイクル目
ではなく 13サイグル目で CysとLJSerが認められたこ左から、 {C)'s-392 -Cy.s-438}であ
った。フラクシヨンEでは、Cys-Cysは含まれず、一対だけのSS結合を含んでおり、 {Cys・'53
-Cys-62}であった。















(凶 3・3・3)は、表 3-1と表 3-2のフ ラクション F-l:こ示した構造であった ワラケション
F-1では、 5サイクノレ目でCysとL}Serが認められなかったこ土から、iC3Y200-q's-2481
ではなく、6サイクルHにおいて Cys: L}Serが起められたこ Eから、 {C〉・8・200-cm-246'
であった。主た、 {Cys-244-Cys'253 であった.阿保!こ、フラクション ド2([:.(]:3' 3・:3)
からけ、表 3・1と去 3・2のフラクション F-2;こ示したアミノ階配万IJがi!}らJLtて 勺う h シ=1
ンF'2では、4サイクルHでCysとL1Serか認められたことから、 !C3Y278 QY289 で
あった。
た3・1 SS結合をもっへプチト断片を台むツヲケ手 J ン(f)"ミ I舵配列角t'tJi'忠tiltL
Fraction A-l 
Cycl・1. 2. 3. 4. 5. 6 7 8 9 10 1 
(H/V!T) (A/E/寸 (D/K/Fl(l/dS.C/A) (dS，C/E) (T/~/-) (l/A/寸 (5.dS/01・)(EIO/-)ト爪/・)(・JE/-l
Fractl旬、砂1
Cycl・1. 2. 3. 4. 5. 6. 
(V/E/A) (・IK/O)(K;.!P l (N/dS.C/H) (・/A/E)(・/ーhS.C)
Fractlon C 
Cycl・1 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10. 1. 12 13 1 ‘ 1~ . 16. 1. 18 
(GI司)(O/E) (Kパ)(L/Y) ( IG) (T/E) (V刈)(I/A) (T/O) (L/・)ト/晶S.C)(イ川ト/K)(イ0)(・!E)(・/P)(・/0 (-/R) 
Cycl・19_ 20. 21. 22 23. 
(-/H) (・/E)(-/dS，C) (ー/F)(ー/l)
Fracti開。
Cyc1・1. 2. 3.45. 6. 7. 8. 910. 11 12.13 1415. 16. 17.
7(IN}{WSAS}{OfR}(HA}{・Il)(E/C) (附)(F/V) (E/C) (O/S.dS) (山 )(GH (・/此C)ト/川 {作)(イP)(-/E) 
Cyc1・18. 19.20 21. 22. 23. 24. 25. 26. 27. 
(・/A)(・1'1.)(・/R)(・/制l(イP)(イdS.C) (・/A)(イ正)(-/0) (・/y)
fr舵ti∞E
cyCM1. 2. 3.4. 5.8. 7. 8. 910.11.1213. 14.15. 16. 17.18.1929.21. 
(A) (1() (T) (・l(V) (A) (0) (E) (S.05) (A) (E) (N) (品S.C)(0) (K) (S.dS) (l) (M) (T) (l) (f) 
Fr・ctionF・1
cvel.¥. i.3. 4. 56. 7. 89. 10. 1112.13. 14， 15. 1817. 
， {イV)(A刈1(S.dS/T) (l/E) (イー)(・/dS.C)ト/tf)(イGl(・/0)(イl)(・!l (・/ElHoS.C) (・/A)(-/0) (・/0)(・/世}
Cycl・18目 19. 20. 
(-/A) (イ0)(・/l)
Fract ion F-Z 
C.ycl. 1. 2. 3 4. 5. 6. 7 8. 9. 10 1. 12 
， {AJLfs，aS}(KJWH){YfEf-}{1/as.cJl}{ι5.C/A) (E/E/E) (H{J./V) (O{P/E) (O/l/H) (S，dS/L/O) (l/ElE) (S，dS/MI) 
Cycl. 13. 14. 15. 
(S，oS!・/P)(民/イ晶)(イ・10)
Fr・CllonG 
Cyc1 1.2.3.4.3318.330.1.12. 13. 44.15.7S17.18.la.20. 21.22. 23. 24.22.
(H) (Q) (l) (・)(V) (l) (H) (E) (K) (T) (P) (Y) (S，dS) (0) (1) (Y) (T) (1:) (-) (dS.C) (T) (E) (S.品$)(l) (V) 
仰cl・26.27 28. 29. 30. 31. 
(M) (R) (R) (P) (dS.C) (F) 
Fraction 1 ω. 1. 2. 3. 4. 5. 1ι. 7. 8 8. tωO. 1. 1η2 13 14 時. 18 げ
















































(81) RETYGEMADrCAKQEPERNE?FL (103) 
Fraction 0 (388) ZKQN?ELFEQLG (399) 
(426)V S R N L G K V G S K C C K H P E A K R M P C A E D Y(452) 
fraction E (50) A K T eV A D E S A E N e D K S L H T L F (70)
Fraction F・1 (200) 
(241 ) 






A K Y 1c E N Q D S 1 S K (274) 
LKTMPLLEK (m 
S H C 1A E V E N D E M P A D (301)
(458) NQLC VLHEKT PV S DR VTKC e TE S LVNRRP c F (488) 





フラクションA-l(図 3・3-I)、フラクションB-l(図 3・3-2)、フラクシヨン c (図 3-2)、フラクシヨン
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c¥l 。 oJ~ 血岡d町... F~ -~ 
。 10 20 JO 
溶出時間(分)
国3・3 ヘプシン消化へプチドのてlX消化杓の溶出ハターン









1 V (160.5)， PEC (66.2) 
H (15.8)， A (129.3) 
T (27.0)， S (15.5)， L1s (2'7.1) 
2 H (57.3)， A (187.6) 
T (35.5)， S (18.9)， LlS (42.8) 
2 
3 3 
4 E (101.7)， L (33.6) 4 E (77.2)， L (21.4) 
5 Not found 5 PEC (9.5) 
6 LlS (4.2)， C (1.5) 6 PEC (5.1) 
7 H (25.7) 7 H (15.1) 
8 G (56.3) 8 G (37.5) 
9 D (29.4) 9 D (18.4) 
10 L (47.3) 10 L (28.8) 
11 L (31.1) 11 L (2.4.1) 
12 E (34.9) 12 E {2'2.9) 
13 LlS (7.3)， C (1.4) 13 PEC (2.5) 
14 A (38.5) 14 A (22.0) 
15 D (17.4) 15 D (10.1) 









17 R (5.9) 
18 A (23.0) 18 A (9.8) 
19 D (4.8) 19 D (I.7) • 
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に示した構造が得られた。フラクション Gでは、 19サイクノレ目ではなく 20サイクル!目で
CysとLlSe:r:が認められたことから、 tCys-461~ Cys'47 '7}であった。フラクション H で
固
は、 3サイクル目では CysとLlSerが認められなかったことから、 {Cys-124-Cys-168}で






I)x x x x c x IT) x c x x x x 
x xl C c.lx x X X:I， c x x 
x c x x x x x x x x 
li) x x c x x x IV) x X c' X X X 
C CIX X X X X X X X liC' c 
XXXX-CX X X X e 叉 X
図 3-5 S'S結合位置決定が可能な Cysの相対的位置関係





を特定できない。 5サイタノレ目でも PTH-CysとPTH-LlS伊が確認さ札るがその対が lサイクノレ自
のCysか、 2サイクノレ自の Cysかを特定できない。
N) Cys-Cysの対を成す2つの半、ンスチン残基がいずれも、 Cys-Cysよりも N末端側に位置するた
め、 SS結合位置決定が不可能である。 Eと同様に、 5サイクル目でPTH匂 sとPTH-LlSerが確認、












Jt'1を厳僚に選択する必要があった。 1の場合はアミノ階配タIJ解析:': l tl1 -1，払るいIi.卜2
の決定を‘ Hの場合l士I1-1 あるいは U-2 の決定を行える((~ :3・6) ワ z，ヶシゴン F-2/ t 1 
の位置関{系であり、ブラクシゴン C、D、F-l、G、HI士HのlUR|吋係であっf二p ノラケシ
=，ンAとBは皿の位iR関係であったが、二次消化，こより、I1(/)相対{叱rw二兎:典でさfニ
1・1)X X X X c X l-2)X X X XEX 
X X C C X X XXE豆 X X 
X C X X X X xgx x x x 
1 -1) XζX X X X 
¥ 
x X C C X X x xgEX X 
x x x x c x x x x xgx 
図3・6 アミノ酸配列解析によるs結合の陀舵決定
図 3‘らにおける CYl:lの相当守位置 I及びHの位台のエト・7 ン分析結果J，.SS結合{主阻をぷt-
( -1) 3サイヲル目でPTH-CwとPTH-"'_:Ser~~能認~れるま f士、 4 サ f ゥ Il.- l1で PTH-Cyst PTH-
__:Ser I士総認されず 5サ(~ル闘で向者払確認される
I三)3サイクル日で門H'Cy:，と PTH-L!Serが確認δれず、 4サ fヲルH("門 HQ-U円 H-LJ
Serlま磁器されるーまた、 5サ f身ル自で両者が健認される
1 -1) 3サイタル尉で PTH-Cy::;ど PTH-LSerが確認3れ子、，tサイウ IJ.・flで PTH-Cy"-!:. PTH-L} 
，er 1士確認される.また、 5サ f1 11，. riて私1(j-が施器δれる
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ATは、 一本鎖糖蛋白質であり、分子量は 58kDaで、 432個のアミノ酸残基よりなる。3
つのジスルフィド結合と Asn-96、Asn-135、Asn-155、Asn-192の 4箇所の糖鎖結合部位


































させた[2310培養上清を 0.4511mプイ Jレター て・ろ過し、 30kDaカノトナフの|出外ろ過料(ザ
/レトリウス製)で濃縮し、ヘハリンカラムにアフライしたF ヘハリンカラムl士、 Toyopearl
650Mを問い、 Marchらの方法 [24]1こ従い調関したの生理食塩水で手術化したへIハリンカ
ラムを 0.5M 塩化ナトリウム械で洗浄し、 rAT画分は 3M単{ヒナトリウム液で溶ltiした
fit-山被を 3M駈化ナトリウム械で平衡化した HCA1008ヒドロキシアハタイトカラム(-: 











蛋白質濃皮と純度測定に、 ポロス製 R2flOカラム (2_1mm〆50mm)を装着した謹伺
49 
HPLC (システムゴールド、ベックマンコールター製)を用いた。HPLCは、溶離液Aと
して 0.1%トリフルオlロ酢酸 (TFA)、溶離液Bとして O.l%TFAを含む90%アセトニトリ






疎水カラムとしてフェニル司5PWカラム (7.5mmX75 mm、東ソー製)を装着した FPLC
(アマシャムフアルマシア製)で 280nmでモニターしながらクロマトグラフィーを行った。
溶離液Cとして 2M硫酸アンモニウムを含む20mMトリス塩酸緩衝液， pH8を、溶離液





























応 じて Trpの蛍光が附加するが、これは、分子内部に理もれていた Trpがヘハリン結台と
共に、 ATのコンブオメーシヨンが変化して、分子長耐に現!Lろためであるf28.291 陪ぞ
悦度のへハリンと 0.1M塩化ナトリウムを合む 20mM リン青空ナトリウム続前I~ . pH 7.1中
で、 50nMのATを悦合したc RF-5000蛍光測定能(品川製作所制) 1.ピ問いて、 5nmパン
ト幅の励起波長 280nm、10nmハント幅の蛍光政k340 nmで蛍克訓1じした 半術的ttfTフ
υセスをィミすために、各点での相対蛍光強JftI士、 i大Jt(1)をIll、てご1斗じュータ一つ fッテ
イングした t 解離定数 KI】、ストイキオメトリーn 及ひJf~ k.武光屯:(ヒ ，iFm・"Ii.A())ぅ、心穏Hl
した[30Jnなお、LlF&び Fo1 1::各々測定ならびに初期Ü~ 1:. (lf(であぷ
どlF/F日=CdFmfJミ/Fo) X (fA1'] ()トn[Hepal'in]u 1-K" {(lAT] 0 n[Hepar・1111 1 -l{n).! -
4 [AT] oX n (Hepal'in] o}1/:l)/2IATI 0 …(1) 
土3.a立lt
4・3・1.rATの柑f拠
l'ATを 2つの'J4なる pH条件で CHO細胞の情淀川青から情慢した 同製に11、乍用的
pH (7.2・7.5)及びア Iレカリ pH(7.5・8.0)を用いて、へハリンカツムと 1<4-1に;13十両:々
のク υマトグラフィーを用いた。比活性は、逆岡 HPLCで求めたli~'l 質濃度とト[1ンピン
~H. 'J~活件ρ、ら J十とめたp 濃縮された培養上捕での比活性はが:J <1 IU/mεで、生理的 pHでM製
した 1'1¥1'(rATph)の比活性1:5.3 IU/mgであη、pATの比活性上りも低かった しル‘し、
アルカリ pHで精製した rAT(l'ATal)の比活性1:7.3 IU/mgとpATII)比1号性とlril等であ




ンドが険出された(図 4・1)。それらの分子量は、 58及び 56kDa - ~、品々、 α アイソツ r
ーム及び8アイソフ才一ムと想定された.pATでの 8アイソフ tー ム含fil土5-10%である
が[10] 、 rAT の分析での 8 アイソフょーム含誌はL 、ずれも約 45~0 で、 pAT の合匙よりも高
かった。
δ1 
表 4-1 CHO細胞培養上清からの rAT精製
精製工程 液量 総AT 総活性 活性 比活性















































ルブミン;43 kDa、カルポニックアンヒドラーゼ;30 kDa) 
































? ? 。 ?
?
前70 60 切40 30 20 10 。
時間(分)
rATの疎水カラムクロ γ トグラソ f一(';(1 4-2 
A)作用がjpHでね製した rAT、B) アルカ 1)pHで惜別L/ニrAT
A線、 280nm (:の吸光度 ・トロ J ピン飢持活性からポゲdこf.，tt 
T v)各ヒー ク比，私峠水カラムクロマトグラ-;(一分析による r7長4・2
ラテント型ト司自ブレラテン天然型
0.2・0.73.8・4.46.1・6.5比活性(lU/mg)
26% 10% 64% rATph 
24% 6% i1% pH 
36% 
δ3 









が rATの天然型であり、弱し 1阻害活性を持つ 2番目のピークはプレラテント型、 3番目の
ピークはほとんど阻害活性を持たないラテント型であると示唆された。rA1'phは、 64%の
十分な活性 (6.1-6.4IU/mg)を有する天然型、 10%の弱し、活性 (3.8・4.4IU/mg)を有する
プレラテント型、ならびに、 26%のほとんど活性を持たない (0.2-0.7IU/mg)ラテント型
からなる(表 4-2)。それゆえ、 rATphの総合的比活性は、ほとんどが天然型である rATal




















M製過程における pH依存的に rATの比活性が異なったことから、 pH変化が l'ATphの
活性変化に及ぼす影響について調へた。 rATphを 1M塩酸を用いて pH6.5 ;こ、あるl、I't1 
M水酸化ナトリウムを用いて pH8.0 ;こ調整し、疎木カラムクロマトグラフ fー をJf]L、て分
析した(去 4'2)0pH 8.0に調整したとき、ラテント明の割台it変わうなかったか、ソレエラ
トント型は減少し、天然理!が増加したー rATphのプレラテント明1:γルカリ pHにおいて
天然別に変化したと奇えられた、 pH6.5 に調整したとされ、うよFL ト't~もっ・ しラ子ント引
も刑Jmし、天然引が各変性却に変化したと示目安された rATph 山総 (~(I'J1七活性It、pHiこf!¥

























1 1 1 lIlLlIl~，n l 1I ..L 
キJ






I ~ 1- # ~.P =ご、
'" n I .iー
r 1I ..L 




l'AT (.¥)と pAT(8) 1::1:還元t"1) ~テルヱチル fヒ L 、 3ïじで 18 時間 LEP 嗣n' .た rAT ~ pATで民




Fuc GalNAc GlcNAc Gal Man 
rAT 2.6 Not detected 圃12.9 7.2 10.8 
pAT 0.1 N otdetected 12.9 7.6 9.6 
単糖組成はいずれも蛋白質 1モルあたりのモル量で示した。











じであったが、結合した糖鎖の違いにより 24分と 46分において異なっていた(図 4・4)。
4・3-5.糖鎖解析
pATは、4箇所のN型糖鎖結合部位に、主にパイアンテナ型複合糖鎖を有している(33，34]'。








































rAT (・)及ひpAT(r、) ~.....， 、リンで前定した ，υ 、リンfl，frけ.1jtえ州Ju，T 11 ~t\変化/JFWII で;1-;
めた • }jrl.:捌iHこぷし/二八で、 rNI'(来線) . pAT (l! 
むし主Z塁





理論的にはへハリンク uγ トグラフィーの分離能[13]にヒれIf、除去された'-;1:-1"である し
かし、生理的pH下で結製した場合、精製rATphv)比活性は、 pATの7IU/mgよりも低l、
5.3 IU/mgであったの他方、アルカリ pH下で1古製したr.ATalv>比活性i土7.3IU/mgであり、
精拠℃慢において、 rATの変性体を除去できることがボされた 疎水カラムクロ γ トグラ
ウ f 一分析では、精製 l'ATph にのみラテント型とブレラテント噌か(，~作.し、'1;略的 pH て-











いは、 8アイソフォームの含量の違い、すなわち、 Asn-135への N型糖鎖非結合率の違い
であり、 rATで45%、pATで 10%以下である。この違いにより、 Asn-135に結合した糖鎖
園
の立体障害がより少ない rATのへパリン結合親和性は、 pATの 6倍を示した。また、
SDS-PAGE分析で、 rATphのプレラテント型においてのみ8アイソフォームの割合が高く






















































pH (t.: T 上1)t〆、ハ 1) :...烈 fut'h~ ~ li] t:し、生した rATは 8アイソフォーム合批がftJiく、
イT:的なfi社古:活性か認められ犬二、
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血吸[t1来のヒトアンチトロンピン (pAT)は血中に 125mgfLで(((r-l-る58kDa v)柑監











ニオしは r_.、J 、リンコツァケタ-rfit!:I 
土呼Inlるf進行性7[~'性jのようないくつかの脱[8Jl:1 (-を阻定し、
ンの存(F.ドで約 1000出に則強され、
135 pAT f1シアノレ般化した槻合11qのパイアンテナ踏鎖を 1 5"円山 t五位で ~P/.. { ，J ， 51、96(立、





妨げるため、 日アイソフォームの方が αアイソフォーム上 t)L ~jい，
る1810









[18]" l'AT はチャイニーズハムスター卵単 (CHO)姻si1[19.20]、COS'l細胞[20、21]、
生系1:"長た確立大i.Yベビーハムスター腎臓 (BHK)細胞[22]でも琵現されているが、
されていたい.構築された CHO細胞での rATの軽現系l士、フェ f:八ンチ培接系で 1gιの
産生レベルに達した[23]0前章では、精製した l'ATはpATと1"1じ比活性を持ち、 N噌鯖棋
を含んでいた。踏鎖修飾率は低いが、pAT:こ比べると上り高いへハりン親向性を持つ二と
を示した。本章では、CHO細胞で産生した rATの 5積額の N型結鎖構造を明らかにする










ルアミノ (PA)化キット、 PA化糖鎖。23はタカラバイオ製を用いた。血膿由来ヒト lトロ















に従い、溶離液Aとして 10mMリン酸ナトリウム緩衝液， pH 3.8を、溶離液Bとして、
0.5%の n-ブ守タノールを含む溶離液Aを用いた逆相 HPLCで分離した[25]。すなわち、 PA
化糖鎖は約 50p_Lまで濃縮し、溶離液Aで平衡化した逆相カラム(島津製作所製Shim-J>ack














DEAE'5PWカラム、 7.5mmノ<75mm)で分離した[25} すなわち、 30l1gの PA化腎蹴を
溶雌液 Cとしてトリエチノレアミンで pH9.5 に調整した 10~oアセトニトリルで、平衡化した
DEAEカラムにアプライし、 30rC、1mν分で、 10分間j送局した後、 i容離i{をD ¥3九酢齢者?
トリエチノレアミンでpH7.3に調整した 10'}oアセトニトリル)で、溶向(tf'<C :こ対して、 40
分間かけて 0%から 20%に直線グラジ・ェントで溶出した励起波長 320nm、蛍光波長，100
nmの蛍光でそニターし、 3つの PA化瞭鎖画分を分権した{去、 j主国 HPLCで精算iJ止を定批
したη
5'2'3.物用化学的分析
0.5 mgの rA'1あるいは pATを溶離技Eとして 50m!¥lリン煎ナトりウム説耐i伐 pH7.5 
で平街化した 3炉Ii!lf~占の分析FfJへハリンカラム (Hi''I'rap へハ Ij シ HP 、 1 mL、γマシ γ
ムハイオサイエンス製)に注入し、 280nmでそニターしなが内、本:i弘、 0.5mJj ~)で、 10
分11]送液した後、 1官同唯j夜Fとして 3M塩化ナトリウムを合むらom1¥lリン併ナトリウム松
術椴， pH 7.5を!日い、格闘佐1夜Eに対して 60分間かけて OHn，ぅ、J2100OU4dl:糾グラジエント
で治H¥した.
守5a化学~品別テストチーム A'1'田 2 キットをm" 、て、八ハリンコヴアクター活性を1制定
した。 12nMの l'A'Iあるいは pATを、 37Cで、 12511Lの 50ml\ I トリス・場訓告符惨rtl~ ， pH 
7.5 q1で、 2U/mgのへパリン仔(E下で 12nMトロンビンと、 0.5、1、2、5、10及ザ :30") 
fIJインキュベートした 1 各時間で 10011Lの 1.5mM S'2238 (事・化学長品別)を前加し、
37'Cで 5分間反応させ、 1mLの反応停止椛添加で反応停止した .105 nmの吸光庶を測定
し、政作トロンピン活性を測定した。進行性活性は、へハリン j~作(E下で k記とl.iJじJiW
で行った。 2、5、10、30、60及び 120分間イ ンキュベートして残存トロンピン活性を測定
したの
A'Iとトロンピンのストイキオメトリーには、 6011Lの 50mMトリス塩階緩俸れほpH7.5 
qJ、0から1.2611MのA'1と0.6311Mのヒトトロンピン乞、 2U/mgのへハリン({(fド・非




続注へによる DICモデルを用いた。ここでは、 180から 260gのすスの Sprague-Dawle)・
(SD) ラットに足静脈から LPSを持続注入して DICを誘導しfニ ワィブリノゲン量と血
小板測定のためには I.5mglkgの LPSを、 トロンピン・アンチトロンピン('1AT)寵合体、
アラニンアミノトランスフエラーゼ (ALT)、アスパラギン般アミノトランスフエラーゼ
~AST) 濃度測定のためには、 15 mglkgの LPSを使用した LPSの尾静脈注入と同時に、
62.5、12S、250IUlkgの rAT、pATあるいは生理食器正水を注入Ltこ(各群8匹)。ラット
65 












50 mMトリス塩酸緩衝液、 pH7.5で 50から 100倍に希釈した。血暖'FA'F'複合体レベル






A'Tの薬物動態解析に陪、 250から 280gのオスの SDラットを使用した。ラット尾静脈
より 250IU/kgのrATあるいはpATを注入した〈各群3匹}。尾静脈Jこり約10125mLの1血
液を 96時間までの 10ポイントで、各々 119容のへパリン溶液に採取した。血壊は全血を遠
心分離して得た。薬物動態ノぐラメーターはこの分野でよく用いられる W:I!nNonlinの非コン
ノ号ートメント分析プログラム (03.1版) (ファーサイト製)により得た。血柴AT抗原レベ
















ーク 両分は IH-NMR分析に供したt 各ヒーク中のPA化糖鎖{士、 γliegenthartらの報告し
たシグナノレ包6]と比較して構造決定した(図5・1B) これらの全ての椅凱Ii:バイ γンテ十E望





った。これら 3種の砧比は長5・1に示した rAT 1士pATに比べて、 γシアn時的が kり多
く、ジシアロ粧鎖はより少なかったの3つのDEAEカラム凶i分を別々にi並行1HPLCご分tJf
し、溶H"時HIJを図5・lAに不した5つのヒークと比較したジシア 11ld!j分119分;こ溶1し、
ピー ク 5と同じ位院であり、ヒーク 5がジシアロ踏鎖であることがわかった 川慌に、ヒ
ーク 3及び4は -つのシアル障者を含んでおり、ヒータ 1及び211:乙γル醍今台んでいたか
ったか
pATの主要なPA化糖鎖であるヒーク XI士、 3隠のγ イナーヒーケと比に29分にriJ.H¥し






オームは αアイソフォームよりへハリン親和性が高いことがぷされている[8] J"AT 1:分析
閉へパリンカラムで、65分に溶出したピーク 1(550/0)と、85分に詐iiしたヒーク n( 45 ~n) 
(凶5・2A)という 2つの両分に分離されたn他B、pATは主要なヒークが65分に綜出し、
ピーク日と見られるショルダーピークが溶出した(位:}5・2B)-SDS-PAGE分析で、ヒーク
Iとピーク ll1:， それぞれ58kDaと56kDaに泳動された(データ省略)"2 kDaの分チ
















































































ジシアロ守'~ (00) モノシアロ型 (~o)アシアロ型(%)
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溶出時間(分)溶出時間(分)
へハリンカラムによる αアイソフすームと 8アイソワ寸ームの分離[':(1 5・2
5・3-2.rATとpATCJ) inげtro活性の比較
へパリンコ γアクター活性と進行性活性は、 S-223
0.1) m~ の rAT (A) J1u.f pAT (B)をらOmMリン階ナトリウム緩衝枚、 pH7.ろに手術化したへパけ









を0--2そ Jレと変化させたEきの AT止トロンに対する AT
者をインキュパートするビンのストイキオメトリーは、へパリン存在下及び非存(E下4
3 
月完全な阻害が起こった1 ; 1 へパリンの存在下でも非存在下でわ、
69 
ことにより決定した



























A) rAT (・)及びpAT(口)についてのへパリンコフアクター活性は、 12nMのATと12niMトロ
ンピンをへパリン (2Ulmgトロンビン)存在下でインキュベートし、残存トロンピン活性を 8-2238
を用いて測定した。インキュベート 30分で求めた値を 100%とした。




































































の静脈より注入し、 96時間中、 10ポイントで血液を採取した。抗ヒト AT抗体を用いた
ELISAで血築中のAT抗原レベルを測定した。rATのクリアランスカーブは、 96時閉まで
pATとほぼ同じであった(図 5・8)。血中半減期は両者で有意差はなく、 rA"Fで1'2.8土2.9:
時間 (n=3)、pATで14.0+2.0'時間 (n=3)で、時間曲線下面積 (AUC)は、 rATで2323'
+ 21711g. hr/mL、pATで2505+19311g. hr/mLであった。
72 
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pAT rAT pAT rAT 
~効たT ].pAT (1) モデル;ごおける rラット LPSiI長奄 DI図 5・8
DICはオスの SDぅ，ト;こ LPSを4時間ぅ、.tて Him~lk~ IA、B.E. F 争，るL、Iti.らmg/kg(C‘ 
D) を持続注入して飴噂した 62ふ 125、250Il・IkgrAT. t t-I .~ 、 62.5 ， 125. 250 Iulkg pAT. 主
t:-IiせJI~食.Ij水を fG静脈主t) LPS段与と吋時・こll.入L三 血聖書(t1，'AT ì.~ 吟: (A). TAT (船、マィ fー
1) /ゲン (C)、ALT(E) 及(!:AST (刊を測定し、血rflハ血小P主役 m ん測定しfて
・7 一旬I士平均佐{土持t艇部;p.を.1;し九 (n=8)
柑 1士、ぞtNonnal鮮で、 P"0.01 (Student;J) t 
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オスのSDラットへ 15mg/kgのLPSを4時間尾静脈より投与し、62.5IU/kg rATまたは、62.5IlJ/kg 
rATと300U/kgへノミリンの同時投与、あるいは、生理食塩水を尾静脈より注入した。







たように、 CHO細胞系において Asnへの N型糖鎖付加が不完全となり、 rATには 8アイ
ソフォームが高い比率で存在することとなり(図 5-1及び 5-2)、rATの糖鎖構造は、 pAT







































































125、4・4のWisterラットに 7.5Ulkg のトロンポプラスチンご DIC~・誘却 し. fl2.5、
l'AT tた11pAT、 ある L 、 i士生理食温水を lG~静脈 t り注入し二( ?干IJn=81 
デ- t; I t、平均値±fF1ijJlZ1で示した
##1士、年JNol'・mal併で、 p，0.01(Stlldentの t険主)
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域におけるATのコンブオメーション変化に上る AT活性ω低下であると考えられる 4 また、
CHO細胞が産生する rATの活性が、培養 ・精製中に徐々に低下したさしかし、弱塩基性の




胞ヒのガラク トー ス受容体におti鑑されることから、血中での下減UJIは恒い[36，37]， ウサキ
では、 rATもpATも完全にシアル般を除去すると数時間の半減期1:15分[Ulに短縮するほ
か[38]、pATのBアイソフォームの血中半減期が、 αアイソフ十一ム主りも短いことが報告
されている[39]0CHO 細胞で調製した l'AT は、 pAT 主~}もシ γ ル酸台量か低く(長 5・ 1) 、
8アイソプオームの含祉は 45%であるので(図 5'2)、血中半減期は短いと子恕さJt，た し
かし、250IU/kg (35 mg/kg)という高い濃度での投与では、 rATとpATのクリアランス
カーブ、は変わらないものであった(図 5・8) 。 ウサギの rAT li:ウサギにおける血中 'I~減期で、
両アイソフォームで差がなかったという 、同じような報告もある [40t これらの結果は、
4 般的な糖蛮肉質のク リアランスのルーノレには反するものである この差異は、限九れた
















































ター活性及び進行性活性に顕著な違いはなく、 九ロンピンとは 1: 1で結合した。 LPS誘導






とから、本研究では、 CHO細胞で調製した rATは臨床応用さ lれている pATの代持品とし
ての可能性を持つことを示すことができた
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オ社より購入した。線維芽細胞 NCTCクローン 929(マウス接着細胞)I t、フローラボラ




件濃度の rHSA溶液を 25%rHSA溶液より綱拠し、血障をE水酔{ヒサートリウムで pH7 ;こ調
静.し7・，rHSAに対寸ろ品終rf(f1t濃度が 10 、 4 、 2 0'0の DIT をl'HS人的I~;こti;解し、 tr唱
で 20分!IH見作した 5%rHSAハイドロゲルr})均合 (Dアf/rHSA比か 0.1)、 16mしのおHO
rHSA溶液を坐sr.f.t地木で 80mLまで/fJ'釈して、 pHを?に謝撃し、そこにO.lgのDTI
を添加し凶作した，39 mL (/)混合液をポリスチレン製の銑閉 (9cm X 1-1.5 cmの角明シ・1・
ーレ)に流し込み、ふたをして、室温で 3H問j仲罰した，、 件られたハイドt1ゲル'1、コル
クポーラーで9mm 何でI半Ij.3 mmのシリング一明;こ成射しと DTIを除去すろために、







PBS洗浄したノ、ィドロゲルを、 37Cで 2mLの 0.2500トリブシン椛に浸し、 3日毎;ニト





















クロ←ニングすることにより培養した。対数増殖期の細胞を 0.2，5%トリ プシンで室温 3分
間処理して剥離し、lO%FBSを含むDMEMに懸濁した。 lmLのDT'F-rHSA混合液(6欄2・2，.
参照)を流し込んでハイドロゲルコートした 24ウェルポリスチレン培養プレートの各ウェ



















rHSA濃度が 2.5、5、10及び 15%の場合、 DTT/rHSAの重量比率が 0.0-1以上のときにゲ
ノレ化した。DTT/rHSAの重量比率が 0.02のとき、 i詐t夜粘度I立高主ったか、 3日間を経ても
/、ィ ドロゲ/レは形成されなかった rHSAに対する DTT喧世比が、 0.02、0.04及Lt'0.1は、
DTI'のSH基に対する rHSAの Cysモル比率は、各々、 2.5、1及び0.5に相当寸唱る それ
ゆえ、ゲル化には D'ITのSHAliはrHSAの Cys残基と等モル以上必要でふる rHSA濃度
のヒ外と共に、件られたハイドロゲルの膨潤辛l士減少した、さらに、 DTT/rHSA比ぶの減
少にともない、ハイドロゲ.ノレの膨潤率が増加する傾向が比られた，特:こ、 DTIIrHSA比中
が 0.1から 0.04に変わると、 10%ならびに 15%の l'HSA'、イド1:1ゲルで月初間半かtf意iこ期
加した。D'IT/rHSA比率が"，'oS~、ときは rHSA の変性か~丸、 rHSλ 竹 i'-q 111)峠来性1架橋点
か附加すると考えられるt 溶液と空気の接触を避けるために、 jJ~ リノ tl ヒレン製の円筒形
チ」ーノqlでハイドロゲルを調製しても、空気と接触できる去作でil}たハイドロゲルと同
じ1紛I'fl引であった(データす{略) このことは、ハイドロゲル形成が還元と苧:54に k る II~齢
化といった分・fiflSS FL台の関与が側めて低いことをぷしている 'M際、ハイドロゲル"l還

















10 + 9. 1土0.1
+ 1 '2.I土0.5傘 . 
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ており、それぞれの薬物結合定数が、 U1結合部位で、 2.5X 105 M'l及び 7.1X 1()4 M'1、U2















蛋自性リガントとして rATの放出し検討した rHSA'、イト仁ケ・レtt":~O mg/I1 L の rXT
昨伎に投出することで薬物偶作を行ゥた 5%及u'15'}l"、ィトr!ケんから・1]'1・人Tn於t1を
[;gl 6-2Dに不した社rAT政廿1fkは、 5HOJ、ィト1:1ケ 1(.で 0.0，1pmo1 、 L) ~u"、 1 トs: rt，.て





ρ。，、 fトI 't'l 't!: F ') ~ + l，..ン関♂持l¥'!(9cm‘1.'"j cm ')向守， l.- ，ニtえしsぅJ&.Ftrさ3mm
n，，(ド¥1 '1，しを調製した
λ) pH aで副官、 B)pH:")で調製、。 pHiで日弘、 0'pH 9、 E pH 1て
'IH¥-置の時Jで写真flHiーした
。9






























































































L929線維芽細胞を 5%ノ¥イドロゲノレ上で、 24時間 (Al)、48時間 (A2)、及び72時間 (A3)培養し
た。陰性コントロールとして、 24ワエノレ培養プレート上で、同細胞を 24時間 (Bl)、48時間 (B2)、










まず、 5%及び 15%ハイドロゲルを 24ウェル培養フレート上で作製した後、 PBSで余剰試
薬を洗浄除去した。そこに、マウスの L929細胞を語種した 陰性コントロール;こはハイド
ロゲルコートしていない 24ウェルプレートを用いた L929細胞は、 500ならびに 150(>ハ
イドロゲルに良好に接行し、図 6'3に示すように、陰性コントロールとかi践に、ハイドルゲ




DTT It PBS洗浄で、 I .分除去できていると号えられた
生ι」立ムヤ
血.mアルプ.ミンl士、品物を合む倍々の化合物を運搬する生時的Yょキ γリγーごあるn こ山
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で合成される pHSAと差がないことが示された。また、同じ rHSA尚、 X線結品構造解析
[2]及びリガンド結合能とエステラーゼ様活性[3]により詳細に分析され、そこでも rHSAと
pHSAの同等性は確認されている。











材料とし、各種カラムクロマトグラフィーで rAT精製を試みたが、生理的 pHである pH7.2 
"'7.5を使用したときには、 pATで得られる 7IU/mgという比活性にはi主しえかった内精
製された組換え蛋白質を各穐クロマトグラフィーで分析した結果、pATにIt 51';，しか合主れ
ない 8アイソフォームか rATには 450/0と多量に含まれ、このアイソワすームの pH依存的
フォールデイングか比活性に影響を及ぼすことを明らかにした よりアルカリ傾1である pH
7.5..8.0で精製することで、 pATと同程度の比活性が得られることも確認した){i也}j、両
濃度にイヂ(Eする 8アイソフォーム含註に伴い、 rATのへパリン視F州主が p.¥T上qも向上し
ていた二とを明らかにした。主た、rATの糖組成は pA1'と異なっており、市 5取で詐細を
分析したn
守15fRでIt、第 4t;[での謝i製i去に従ってtli製した1'A1'の、時1ft.'lt ú~! (/)詳細分析を行い、
さらにその雑用作用を pA1'と比較した N明時鎖のtJlthln、ヘ fγンテ十咋!の愉飴でわる
点は、|ゐjA1'とも、 IciJじであった、詳細な構造比較では、還;{:fく端てshるGlcN.¥c:て結合し
たフコースに泣;いがあり、 pA1' ではほとんど肱dされな l 、が、 1・，，\1' ご 11、輸品~ 1 .{>:あたり
に約 l倒のツコースが結fTしており、非還)l;..k端のシアル限， t rλT のむが pATt 1)1，'かた
かったn これc)の結束:1士、し、ずれも第 4f;r.での時組成分析のkli恥と も-致した 弔，1売をで
15られたように、 Asn・135に結合した結鎖の有無:こf:Pい、 αγィrソ tー ム E87・イソツ j
ームの比中l.trA1'とpA1'で異なり、本市で解析した詳細構造の直‘いはあるか、 /i(1l1険討し
た階ヲ抑抗告活性やストイキオメトリー、 2極坊のラント DICモヂルでの集理作fl、たFyび











子薬物はよ句多く担持され、その抜出に長時間を要した 15%及び 5%の 1'HSAハイドロ
ゲル 100mgあたり の各薬剤の担持量1士、 ηルファリンで 2.3pmol (760 pg)及び 1..pmol 
(460 lg)、サリチJレ置をで1.4p.mol t 190 p.g)及び 1.1p.mol (150 p.g)、安息香前ナトリウ
ムで 0.9p.mol (130 p.g)及び 0.911mol(130 pg)、rATで0.02llmol (1.8 mg)及び0.0-1p.mol 
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